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摘要       基于表面增强拉曼光谱(SERS)的指纹图谱的高能量分辨率,以位于~630 cm−1亚硫酸根的特征峰为
定性和定量依据,本文开展了食品中滥用和非法添加二氧化硫的直接检测研究: 一种检测流程实现了不同食
品基质中二氧化硫的高灵敏检测,最低检出浓度达1 mg kg−1的水平. 针对实际样本的传统蒸馏法前处理流程
的一些不足以及SERS检测的指纹图谱优势,本文进行了三方面显著改进: (1)碳酸钙和沸石取代氮气以提高
二氧化硫的挥发提取效率; (2)草酸取代盐酸酸化蒸馏溶液,以有效避免挥发性强酸对操作环境的危害; (3)
氢氧化钠溶液代替乙酸铅溶液作为吸收液,以防止二次污染. 环境友好、灵敏度高和不受基质干扰等特点
使得本方法有望取代经典蒸馏法和比色法,用于食品中非法添加二氧化硫类添加剂的快速高效筛查.
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1   引言
为了促进人们的购买欲,提高食品的商品价值,食
品加工过程中常会使用多种食品添加剂. 其中,二氧
化硫能使食品保持鲜艳色泽的同时防止食品褐变和
防腐,所以,可解离生成二氧化硫的亚硫酸钠和焦亚
硫酸钠(钾)等物质是食品加工过程中常用的漂白剂和
防腐剂. 少量二氧化硫进入体内后可通过正常机体代
谢解毒后由尿排出体外,但是,如果摄入量严重超标,
将引发恶心、呕吐及影响钙吸收等危害人体健康的
不良影响. GB 2760-2011《食品安全国家标准食品添
加剂使用标准》明确规定了二氧化硫的使用范围和
限量. 然而,近年来,不仅超限量使用二氧化硫的食品
安全案例屡见不鲜,甚至发生了多起美白土豆、光鲜
生姜和鲜肉等非法添加事件. 例如, 2016年7月22日,
香港食物环境卫生署食物安全中心在新鲜牛肉样本
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中检出非法添加的二氧化硫.
食品中二氧化硫检测的经典方法是蒸馏法(酸性
条件下进行碘滴定)和盐酸副玫瑰苯胺比色法. 虽然这
两种方法已作为国标GB/T5009.34-2003使用,但方法
所存在的前处理复杂、试剂污染环境、实验操作繁
冗且选择性不佳等缺点使得研究者们不断开发基于
色谱(液相色谱、气相色谱和高效液相色谱(HPLC))、
离子色谱、原子吸收光谱、生物芯片、电化学、表
面增强拉曼光谱等多种技术的检测方法,并结合微流
控和流动注射等技术,以提高二氧化硫检测的灵敏度
和选择性,目前已经取得了良好的测试结果[1~12]. 然而,
这些方法,要么仪器昂贵、体积大、操作复杂,要么
前处理过程费时费力,很难作为一种实验室快速筛查
方法以应对实际检测工作中的大量检测样本. 因此,
有必要发展一种高灵敏、准确可靠且简单的实验室
快速筛查方法,提高相关职能部门的应急能力.
近年来,具有分子指纹信息和痕量物种检测能力
的表面增强拉曼光谱(SERS)技术的实际应用开始受
到广泛关注,已成功用于食品安全领域痕量有害物质
的高灵敏检测,如奶粉中三聚氰胺和橙子表皮的有机
磷农药等. 然而,大部分工作的重点要么注重于SERS
基底对痕量标准物质的增强性能优化,与实际体系间
差异显著;或以实际样本为检测对象,但采用的是常规
实验室前处理方案,操作复杂耗时. 只有结合拉曼光
谱的指纹图谱特点,发展高效、快速、简便和可靠的
前处理技术,并设计合适的SERS基底,方能将SERS光
谱技术发展为可在食品安全领域实际应用的新技术.
SERS技术已成功用于检测葡萄酒中的二氧化硫,
检测水平和实验室常规技术相当,然而该方法未能进
一步拓展到各类可能含有二氧化硫类添加剂的食品,
而且使用强腐蚀性的硫酸作为酸性介质[10],不利于推
广. 因此,针对二氧化硫滥用、非法添加屡见不鲜,现
有快速检测方案尚显不足的现状,本文发展了一种快
速SERS检测方案: 对传统蒸馏法进行改良,以碳酸钙
和沸石取代氮气,有效避免前处理中通氮气所需庞大
外围设备;以草酸取代盐酸酸化蒸馏溶液,显著降低
挥发性强酸对人体和环境的危害;以氢氧化钠溶液代
替乙酸铅溶液作为吸收液,消除重金属离子的引入和
二次污染. 所发展的方法成功实现了对滥用和非法添
加二氧化硫的海鲜干制品、土豆和生姜等生鲜食品
的快速有效检测. 该方法具有便捷、高灵敏和环境友
好等特点.
2   实验部分
2.1   材料
氯金酸(HAuCl4)、柠檬酸钠、盐酸、草酸、硫
酸、磷酸和氢氧化钠等试验中所用试剂皆为分析纯
(上海国药,中国),鱼片等样本则采购自大型超市. 水
溶液皆用超纯水配置(Millipore).
2.2   SERS增强活性的金纳米粒子的制备和表征
利用经典的柠檬酸钠还原HAuCl4的方法制备得
到粒径约为55 nm的金纳米粒子[13], 该粒子由厦门市
普识纳米科技有限公司(中国)提供. 制备过程简介如
下: 1.2 mL 1%柠檬酸钠迅速加入到含有1 mmol L−1
HAuCl4的100 mL沸水溶液中,并继续剧烈搅拌40 min,
从而得到红色粒径约在55 nm, SPR吸收峰在537±1 nm
的金纳米溶胶.
2.3   实际样本的前处理和SERS检测
样本的提取预处理过程分为两步: (1)称取一定
量的碳酸钙和沸石于100 mL圆底烧瓶中,加入30 mL
水溶解, 然后加入1 g剪碎的样本和一定量的草酸溶
液. 用4 mL 10 mmol L−1 NaOH溶液收集蒸馏挥发出的
二氧化硫气体; (2)加热样本,当接收管的液体体积由
4 mL增加到6~7 mL时,停止加热. 整个前处理时间约
为30 min. 需指出,由于SERS的指纹图谱特点,可有效
避开一些样本中的基质干扰,如对于冰糖等样本,将
样本溶解于水后即可进行SERS检测; 对于土豆和生
姜等样本,可将金纳米溶胶滴加于样本表面进行检测,
而无需任何前处理.
SERS检测步骤如下: 取1.5 mL纳米金以8000 r/min
离心5 min,取10 μL浓缩液与200 μL待测样本和10 μL
1 mol L−1 NaCl (促进胶体金团聚形成有效SERS热点)
混匀后开始拉曼测试,谱图采集时间为5~10 s.
2.4   拉曼光谱仪
SERS谱图皆于B&WTEK公司的iRaman拉曼光谱
仪(美国)上完成. 该仪器的激光波长为785 nm,功率约
为275 mW, 10倍物镜下达到样本表面的激光光斑大小
约为80 μm.
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3   结果与讨论
3.1   亚硫酸钠的SERS谱图
图1给出溶于10 mmol L−1氢氧化钠溶液中不同
浓度亚硫酸钠的SERS谱图, 与无特征谱峰的空白谱
图相比, 0.1 mg kg−1亚硫酸钠即可以明显观察到位于
~494和~630 cm−1的两个谱峰, 其峰强和亚硫酸钠浓
度呈正向跟随关系,可指认为亚硫酸根特征峰[14],分
别归属于SO3基团的对称和非对称弯曲振动
[15]. 仔
细观察谱图特征可发现, 位于~630 cm−1的非对称弯
曲振动的峰形较宽, 在609 cm−1附近有一个肩峰, 则
可能来自于亚硫酸氢根中SO3基团的非对称弯曲振
动[15],也不排除含有微量亚硫酸根生成的焦亚硫酸根
中SO3基团的非对称弯曲振动的贡献
[15,16]. ~609和~630
cm−1两个谱峰的相对强度的变化反映了检测体系中亚
硫酸钠和亚硫酸氢钠比例随亚硫酸钠浓度的变化趋
势[16].
图1插图中给出位于~630 cm−1谱峰的归一化强度
随亚硫酸根浓度增加呈现正向跟随关系的趋势: 空
白无信号, <10 mg kg−1时, SERS信号迅速增强; 10~50
mg kg−1区间 , SERS信号增强缓慢 , 继续提高浓度则
趋于饱和. 对于实际样本, 二氧化硫的使用需在100
mg kg−1以上方有防腐等效果. 因此,在后续的样本加
标实验中,选择了50 mg kg−1亚硫酸钠作为加标浓度,
以验证方法的可靠性.
3.2   酸的选择
国标中蒸馏法的基本原理是使用盐酸溶液与含
有二氧化硫(或亚硫酸钠、焦亚硫酸钠)样本混合,反
应生成的亚硫酸在加热情况下分解为二氧化硫气体,
利用乙酸铅收集该气体再通过酸化等步骤检测样本
中二氧化硫(或亚硫酸钠、焦亚硫酸钠)的含量. 虽然
有不少工作提出了各种改进的方法,但蒸馏和酸化都
基本采用挥发性的盐酸,有些工作则改为使用不易挥
发但强腐蚀性的硫酸[10]. 鉴于这两种酸的使用都会造
成环境污染和对人体的潜在危害,本研究首先考察了
不同酸对二氧化硫提取效率的影响,择优选取环境友
好的酸性溶液.
以加标50 mg kg−1亚硫酸钠的烤鱼片为测试样本,
以1 g碳酸钙为鼓泡剂,采用浓度为１mol L−1的草酸、
盐酸、硫酸和磷酸分别进行蒸馏,以氢氧化钠为提取
图 1    10 mmol L−1氢氧化钠溶液中,不同浓度亚硫酸的SERS
谱图, 插图为位于630 cm−1亚硫酸钠特征峰的归一化SERS
强度随其浓度的变化趋势(网络版彩图)
液,提取二氧化硫30 min后,对所得提取液进行SERS
测试,所得SERS谱图如图2所示. 为更好地进行比较,
以醋酸蒸馏未加标样本得到的提取液的SERS谱图作
为空白对照.
和标准品的空白相比 , 提取液空白在~494和
~740 cm−1附近出现了两个谱峰, 在~630 cm−1处有微
微隆起. 推测~630 cm−1谱峰可能来自于样本中存在的
天然微量二氧化硫类物质的贡献; ~494和~740 cm−1谱
峰则可能来自于鱼片样本中易挥发性物质. 该物质的
提取效率受酸度影响明显,硫酸介质中明显强于其他
酸性介质;这两个谱峰在其他非鱼片样本体系中消失
(详见下文)也间接证明了来自于鱼片样本自身. 此外,
图2左上插图给出pH从9降低到7时, 50 mg kg−1亚硫酸
钠溶液的SERS谱图变化,可以发现,随pH降低,亚硫
酸钠的SERS谱图信噪比变差、强度减弱的同时, ~494
cm−1谱峰的相对强度显著增强.
考虑到蒸馏提取亚硫酸钠引起提取液pH变化、
不同pH下~494 cm−1谱峰强度的自身不稳定性以及来
自样品的干扰,后续讨论中,仅围绕位于~630 cm−1的
亚硫酸根特征峰: 未加标鱼片样本在该处的极弱信号
与加标样信号间的显著差异,说明实际样本的基质对
SERS检测无干扰,即方法具有强定性能力和无假阳性
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图 2    1 mol L−1不同酸介质提取50 mg kg−1亚硫酸得到的
SERS谱图,左上插图为pH 7和9时得到的SERS谱图;右上插
图为位于630 cm−1亚硫酸钠特征峰归一化强度随草酸浓度
的变化趋势(网络版彩图)
的优势.
与图1中50 mg kg−1的亚硫酸钠标准品SERS谱图
进行比对, 可以发现不同酸的提取回收率差异明显:
磷酸提取得到的SERS谱图和空白几乎完全一致, 说
明酸性弱于亚硫酸的酸介质无提取效果; 硫酸一般
(~18%, 以~630 cm−1特征峰强度计算), 盐酸(~41%)和
草酸(~45%)都相对较好,所有酸的提取回收率都不足
50%的可能原因在于: 在蒸馏过程中,碳酸钙与酸反应
生成二氧化碳的副反应不可避免消耗了部分酸(见下
文). 提取液中加标0.1 mol L−1碳酸钠的对照实验未见
碳酸根的特征峰[14],也表明碳酸的形成对亚硫酸根的
检测无干扰. 不同酸提取回收率的顺序和文献[10]报
道的有一定差异的原因可能在于,文献中使用ZnO纳
米材料作为提取富集材料.
为什么作为弱酸,草酸的提取效率反而高于硫酸
和盐酸等强酸? 初步推测可能有两个原因: (1)区分效
应: 相比于亚硫酸,碳酸为弱酸,在硫酸或盐酸等强酸
存在下,碳酸钙比亚硫酸钠更容易与强酸反应; (2)拉
平效应: 草酸、亚硫酸和碳酸皆弱酸,三者酸性差异
不显著,相比强酸介质,草酸与碳酸钙或亚硫酸根的
反应速率相差甚微. 两个因素协同作用下,导致草酸
提取效率更佳.
相比于浓硫酸的强腐蚀性,浓盐酸的强挥发性,草
酸的性质温和便于实际操作. 此外,根据图2插图所示
亚硫酸根位于~630 cm−1的特征峰谱峰强度随草酸浓
度增加的变化趋势,可以看到,二氧化硫的提取效率
随草酸浓度增加而提高,在接近草酸的饱和浓度的1
mol L−1时达到最强. 因此,综合考虑,以1 mol L−1草酸
作为酸性溶液提取食品中残留的二氧化硫.
3.3   碳酸钙量和回流时间的控制
在传统蒸馏法中,为了提高蒸馏的效率,主要采
取两种手段: 以氮气作为鼓泡剂和延长蒸馏时间. 引
入氮气可以降低二氧化硫在溶液中的溶解度,从而提
高蒸馏效率,但这需要额外装配一个氮气瓶和进气装
置. 考虑到碳酸钙在酸性条件下生成二氧化碳且其酸
性和亚硫酸相当,二氧化碳是否可作为分气体降低二
氧化硫在溶液中的溶解度?
图3为不同碳酸钙添加量下所得到的亚硫酸根的
SERS信号,考察了碳酸钙添加量对二氧化硫提取效率
的影响,所得结果表明,碳酸钙可以作为起泡剂,促进
二氧化硫的生成;碳酸钙量较少时,提取效率很低,可
能是因为在蒸馏初期,大部分碳酸钙已转化为二氧化
碳而无法在蒸馏后期作为分气体以降低二氧化硫的
溶解度. 随着碳酸钙量的增加,二氧化硫的提取效率
不断升高, 1 g时达到最大. 虽然继续增加碳酸钙量将
图 3    不同碳酸钙量下提取50 mg kg−1亚硫酸得到的SERS
谱图,插图为1 g碳酸钙量时,位于630 cm−1亚硫酸钠特征峰
的归一化强度随蒸馏时间的变化趋势(网络版彩图)
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进一步提高二氧化硫提取效率,但同时需要消耗大量
草酸,反而降低提取效率.
图3插图给出了蒸馏时间对提取效率的影响,随
着回流时间由15 min延长至30 min,提取效率显著提
高,继续延长至60 min,提取效率的提高减缓. 因此,综
合考虑提取效率、试剂和时间成本等能效,碳酸钙量
定为1 g,回流时间定为30 min.
3.4   方法的普适性
使用标准品可以从理论上验证一种方法的可行
性,但并不代表能用于实际检测,主要原因在于实际
样本的基质复杂,且不同来源的样本基质存在显著差
异(如动物蛋白、动物脂肪、植物和淀粉等),在没有
合适的前处理过程配合下,往往无法实现实际样本的
检出. 因此,在国标等各种应用于实际体系的检测标
准中,在指明前处理流程下规定了可检测范围,即方
法的普适性. 为了验证本文所提出的SERS方法检测
实际样本中二氧化硫的普适性,采用同种前处理方法,
对不同来源的食品样本进行加标测试,所得结果如图4
所示.
图4给出粉丝、生姜、金针菇、鱼片和冰糖等基
质中加标50 mg kg−1亚硫酸钠后,经前处理得到的提取
图 4    加标50 mg kg−1亚硫酸钠的不同食品样品,经同样前处
理后得到的SERS谱图,插图为以鱼干为例,位于630 cm−1亚
硫酸钠特征峰的归一化强度随亚硫酸钠加标浓度的变化趋
势(网络版彩图)
液的SERS谱图. 根据图4可以获得3点信息. (1)本研
究所改良的蒸馏法适用于不同基质的食品样本, SERS
方法对有无亚硫酸根的判断能力不受基质的影响,定
性能力强. (2)由于并未针对不同基质进行前处理优
化, 同一浓度的加标样本所得到SERS谱峰的强度存
在一定差异, 信号波动可达50%. 因此, 如果需要对
特定样本进行定量检测,则必须针对性地考察样本回
收率, 进而绘制标准曲线. 例如, 插图所示鱼片样本
的浓度曲线: 在0~50 mg kg−1范围内, ~630 cm−1谱峰的
SERS强度与亚硫酸加标浓度间存在正向定量关系,说
明方法具有一定的定量可靠性. 此外,相比于其他传
统方法, SERS方法的灵敏度高(最低检出浓度低)且无
假阳性. 需指出,相比于图1插图中0.1 mg kg−1的标准
品最低检出浓度,实际样本的最低检出浓度提高到了
1 mg kg−1,主要是由于前处理过程不可避免地造成待
测物损失所致. 本研究建立的SERS方法的核心在于
快速便捷、高灵敏且普适性广,因此,未针对某一种样
品进行定向优化导致了提取回收率方面的不可避免
的损失. (3)冰糖样本蒸馏或直接溶解后检测的结果
比对表明,对于冰糖等基质较为简单的样本,可以不
用蒸馏法进行前处理,而只需简单的溶解,即可对溶
液进行测试. 两种方案得到的SERS谱图在强度上存
在一定的差异,主要原因有两点: (1)冰糖基质在SERS
增强基底上的竞争吸附,导致了亚硫酸根SERS信号的
减弱; (2)如图2所示,蒸馏法的提取效率弱于直接检
测. 因此,二者的共同效应导致直接检测方案得到的
SERS强度偏弱. 对于土豆等通过表皮熏硫磺的固体
样本,也可将SERS增强试剂直接滴加于样本表面进行
直接检测,无需任何前处理.
4   结论
综上可知,相比于间接检测二氧化硫类食品添加
剂的经典方法,本研究利用SERS的指纹图谱的高能量
分辨率,以亚硫酸根的特征拉曼谱峰为定性和定量依
据,成功实现了对二氧化硫类物质(亚硫酸根、焦亚硫
酸根)的高灵敏的准确定性和半定量的直接检测. 同
时,摒弃了传统蒸馏法使用的挥发性强酸和引入二次
污染的含铅吸收液,改为环境友好的绿色试剂且不影
响目标物的检出. SERS方法普适性广,操作简单,具
有实际应用价值,可用于常见食品中二氧化硫类滥用
和违禁使用的快速鉴定和筛查.
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Developing fast laboratory screening platform for sulfate dioxide in
food by surface-enhanced Raman spectroscopy
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Abstract: The direct detection of sulphur dioxide has been realized in various food matrixes with high sensitivity
and high selectivity, on the basis of the integration of the high energy resolution of the finger-print spectrum of
surface-enhanced Raman spectroscopy and the universal but easy-on-going pretreatment procedure. The characteristic
peak of sulphur dioxide at ~630 cm−1 was applied as the qualitative and quantitative standard, which displayed a lowest
detectable concentration at the 1 mg kg−1 level for the spiked food samples. The key point of the high sensitivity and
selectivity is the effective pretreatment born out of the standard distillation one, which has been improved in the three
parts. (1) Using CaCO3 and Zeolite instead of N2 gas as the bubbling reagent. (2) Using oxalic acid as the acidic
distillation solution to eliminate the hazards from acid volatilization, such as hydrochloric acid. (3) Using diluted
sodium hydroxide solution as the absorption reagent instead of lead acetate solution to avoid the secondary pollution.
With the three distinguished advantages of environment friendly, high sensitivity and free of matrix interference, the
proposed method has great potential to replace the traditional ones for the fast screening of the illegal or abused sulphur
dioxide in food.
Keywords: surface-enhanced Raman spectroscopy, quick-screening, environment friendly, high sensitivity
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